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桃 蚜 高 效 氯 氰 菊 酯 抗 性 选 育 过 程 中 酯 酶 含量 和 活性 变化 


是 起 ， 王 进军 ” 
(西南 农业 大 学 植物 保护 学 院 ， 昆 虫 学 及 害虫 控制 工程 重庆 市 重点 实验 室 ， 重 庆 ”400716) 


摘要 : 采用 生物 测定 和 微量 滴 度 酶 标 板 法 监测 了 桃 是 对 高 效 氯 氰 菊 酯 抗 性 的 发 展 趋势 。 结 果 表 明 ， 随 着 簿 : 
选 次 数 增加 ， 桃 蚜 对 高 效 氯氰菊酯 的 抗 药性 逐渐 增强 : 筛选 3 代 后 相对 抗 性 倍数 为 13.00，10 代 后 为 49.86 倍 。 | 
随 着 抗 性 增强 ， 桃 蚜 酯 酶 酶 源 蛋 白 含 量 从 35.8632 增加 到 66.2990 pg/mL， 酯 酶 活性 从 33.6760 增加 到 171.0052 : 
pmol (mL'min)。 比 较 抗 性 发 展 过 程 中 酯 酶 酶 源 蛋白 含量 及 其 活性 个 体 频 率 分 布 结果 发 现 ， 随 着 选 育 次 数 的 增 
多 ， 更 多 的 桃 蚜 个 体 分 布 在 酯 酶 酶 源 蛋白 含量 和 酯 酶 活性 高 的 区 域 。 相 关 分 析 结 果 表 明 ， 抗 性 筛选 过 程 中 的 
LDso 与 酯 酶 含量 及 活性 变化 之 间 呈 显著 正 相 关 ， 酯 酶 在 桃 是 对 高 效 氯 氰 菊 酯 抗 药性 发 展 中 可 能 起 着 十 分 重要 的 : 
作用 。 | 
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Change in Esterase Activity and Content During the ] 
Selection of Resistance to Alphamethrin in Myzus persicae ] 


SHUAI Xia, WANG Jin-jun* 
( College of Plant Protection, Southwest Agricultural University, Chongqging 400716, China) 


Abstract: The resistance of alphamethrin in Myzus persicae (green peach aphid) was selected in laboratory. The re- 
sistance development was monitored through the bioassay and the 96-well microplate reader for measuring change of es- 
terase (Est). The results showed that the resistance level gradually rose with the increase of selection time. After three 
generations, the resistance of green peach aphid was 13-fold. While ten generations later, the resistance amounted to 
49.86-fold. It suggested that green peach aphid developed obvious resistance to alphamethrin. As resistance developed, 
enzyme protein content increased significantly from 35.8632 to 66.2990 pg/mL with East activity varying from 33.6760 to 
171.0052 pmol/ (mL:min). Comparing the frequency distribution of enzyme protein content and activity, we found that 
more and more individuals possessed higher content and activity. And there is a significant correlation between LDso and 
enzyme protein content, Est activity respectively. The results showed that the Est played an important role in resistance 
development of green peach aphid to alphamethrin. 
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桃 蚜 Myzus persicae (Sulzer) 是 一 种 世界 性 的 
害虫 ， 其 世代 短 、 繁 殖 快 、 发 生 面 广 、 食 性 杂 ， 除 
直接 取 食 危害 寄主 外 还 传播 多 种 病毒 病 (Liu et al， 
1999)。 由 于 化 学 农药 的 大 量 使 用 ， 很 多 地 区 蔬菜 、 
果树 上 的 桃 蚜 的 抗 药性 迅速 增强 ， 致 使 许多 老 品种 
杀 虫 剂 无 法 使 用 。 当 其 用 量 低 时 ， 对 蚜虫 的 防治 效 
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果 不 理想 ; 用 量 高 时 ， 在 作物 上 的 残留 又 太 重 ， 对 
蚜虫 天 敌 的 杀伤 力也 太 大 。 已 有 31 个 国家 报道 桃 
是 产生 了 抗 药 性 ， 至 少 涉及 69 种 杀 虫 剂 (Ge- 
oghiou，1981)。 高 效 氧 氰 菊 酯 是 氯氰菊酯 的 高 效 异 
构 体 ， 具 有 高 效 、 低 毒 等 特性 ， 是 防治 蚜虫 的 常用 
杀 虫 剂 。 但 已 有 的 研究 表明 桃 蚜 容易 对 其 产生 抗 性 
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(Moores, 1982)。 

酯 酶 是 昆虫 体内 的 重要 解毒 酶 之 一 ， 其 活性 改 
变 与 许多 昆虫 的 抗 性 有 关 〈Kao et al，1985)。 桃 蚜 
体内 酯 酶 活性 增强 是 其 对 多 种 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 主 
要 机 理 (Devonshire et al，1998)。 通 过 对 增 效 剂 的 
研究 也 表明 ， 桃 蚜 对 氰 友 菊 酯 的 抗 性 增强 与 其 体内 
酯 酶 活性 增加 有 关 (Chen & Luo，1994)。 因 此 有 
学 者 提出 通过 检测 酯 酶 活性 的 变化 来 监测 昆虫 的 搞 
药性 (Gao et al，1998)。 在 检测 酯 酶 活性 的 方法 
中 ， 微 量 滴 度 酶 标 板 法 具有 简捷 、 快 速 、 可 测定 出 
单 头 酶 活性 等 优点 。 因 而 我 们 在 对 桃 蚜 进行 高 效 毛 
氰 菊 酯 抗 性 选 育 的 过 程 中 ， 在 柄 酶 活性 与 抗 性 发 展 
最 为 相关 的 早期 ， 运 用 酶 标 仪 测定 其 体内 酯 酶 含量 
及 活性 变化 的 频率 分 布 。 旨 在 快速 准确 地 监测 室内 
桃 蚜 种 群 抗 性 的 发 展 动态 及 抗 性 基因 频率 分 布 情 
况 ， 为 抗 性 预测 、 合 理 使 用 杀 虫 剂 及 抗 性 治理 提供 
理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

相对 人 敏感 种 群 : 于 2003 年 9 月 采 自 重庆 市 北 
碚 区 蔬菜 地 ， 带 回 室 内 接种 在 葛 卜 苗 上 饲养 繁殖 。 
饲养 条 件 为 : 温度 (25+ 上 1)% ， 光 照 周期 L:D = 16 
:8 h， 相 对 湿度 70% ~ 80%。 

相对 抗 性 种 群 : 将 4.5% 高 效 氯氰菊酯 乳油 以 
杀 死 种 群 70% ~ 80% 的 剂量 ( 约 0.0216 mmol/L) 
配 好 后 ， 用 手持 喷雾 器 将 药 液 均匀 喷洒 于 饲养 有 相 
对 敏感 种 群 的 葛 卜 苗 上 ， 以 药剂 湿润 叶 面 又 不 流失 
为 度 。 喷 药 24 h 后 ， 将 存活 蚜虫 转移 到 新 草 卜 苗 
上 , 产 蚜 1~2 d 后 再 移 走 受 药 成 忠 ， 待 同一 代 蚜 
虫 在 室内 发 育成 新 的 成 熟 个 体 时 再 一 次 喷 药 。 用 药 
几 代 后 ， 为 保证 70% ~ 80% 的 选择 压力 ， 适 当 提 
高 用 药 浓度 。 经 多 代 筛 选 后 即 获得 抗 性 品系 。 起 始 
代用 Fo 表示; 药剂 筛选 后 第 1、2、…n 代 ， 分 别 
以 FI、F。、…F 表示 。 
1.2 主要 试剂 及 仪器 

92.9% 高 效 氯氰菊酯 (alphamethrin) 原 药 ( 海 
宁 化 工 ) 用 于 生物 测定 实验 ; 4.5% 高 效 氯氰菊酯 
(alphamethrin) 乳油 〈 江 苏 扬 农 化 工 集团 有 限 公 司 ) 
用 于 抗 性 筛选 。 其 他 试剂 有 : a - 蔡 酚 (中国 医药 
上 海 化 学 试剂 公司 )、 乙 酸 -u - 蔡 酯 (a-NA， 中 国 
上 海 青 浦 合成 试剂 厂 )、 固 蓝 B 盐 (进口 分 装 ， 上 
海 化 学 试剂 公司 ) 、 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS， 上 海 生 


工 生物 有 限 公 司 )、 考 马 斯 亮 蓝 G-250 (Fluka 公 
司 )。 酶 标 仪 (Microplate reader) 为 奥地利 TECAN 
公司 生产 。 
1.3 生物 测定 

参照 Han & Wang (1994) 的 方法 ， 把 92.9% 
的 高 效 氯 氰 菊 酯 用 丙酮 稀释 成 5 个 浓度 梯度 ， 用 微 
量 点 滴 器 将 各 浓度 药 液 0.034 pL 点 滴 在 无 翅 成 蚜 
腹部 ， 每 个 浓度 处 理 30 头 ， 重 复 3 次 ， 用 丙酮 作 
对 照 。 处 理 后 的 蚜虫 放 进 指 形 管内 置 于 25 % 下 ，5 
h 后 检查 死亡 头 数 。 用 小 毛笔 拨 动 虫 体 ， 附 肢 不 能 
正常 伸展 活动 的 个 体 判 定 为 死亡 。 对 照 死 亡 率 控制 
在 10% 以 内 ， 各 处 理 的 死亡 率 用 Abbott 公式 校正 。 
根据 剂量 对 数值 和 校正 死亡 率 的 几率 值 ， 拟 合 毒 力 
回归 方程 (LD-p) 并 计算 致死 中 量 (LDso)。 
1.4 酯 酶 活性 测定 

参照 Abdel-Aal et al (1992) 的 方法 ， 并 略 有 
改进 。 取 单 头 无 翅 成 蚜 ， 用 0.5 mL 磷酸 缓冲 液 
(0.02 mol/L，pH 7.0) 冰 浴 匀 浆 ， 匀 浆液 于 4 C、 
10 000 r/min 下 离心 10 min， 上 清 液 作为 酶 源 。 取 
100 pL 0.3 mmol/L a-NA 加 到 酶 标 板 孔 中 ， 然 后 加 
入 75 pL 酶 液 ， 于 30 % 下 反应 10 min， 再 加 入 25 
4L DBLS 试剂 (1% 固 兰 B 盐 : 5% SDS=2:5, V: 
V) 终止 反应 。10min 后 于 600 nm 下 测 OD 值 , 在 
标准 曲线 上 计算 产物 生成 量 。 各 处 理 重 复 100 次 以 
上 上; 
1.5 和 蛋白质 含量 测定 

参照 Abdel-Aal et al (1990) 的 方法 ， 取 200 
HL 0.0025% 考 马 斯 亮 兰 G-250 溶液 于 酶 标 板 孔 内 ， 
再 加 入 50 pL 酶 液 ， 于 25 下 反应 10 min，595 
nm 处 测 OD 值 。 以 牛 血 清白 蛋白 作 标 准 曲 线 。 

每 次 药剂 筛选 1 周 后 进行 生物 测定 、 酶 活性 和 
蛋白 含量 的 测定 。 用 SPSS 统计 软件 分 析 生 物 测 定 
获得 的 结果 分 别 与 酶 活性 和 蛋白 质 含 量 的 相关 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 抗 高 效 毛 握 菊 酯 品系 的 选 育 结果 

抗 性 筛选 的 生物 测定 结果 见 表 1。 药 剂 处 理 3 
代 后 抗 性 倍数 就 达 13 倍 ， 说 明 桃 蚜 产 生 了 明显 的 
抗 性 。 随 着 选 育 代数 增加 ， 抗 性 倍数 逐渐 增强 。Fs 
~ 了 5 代 抗 性 上 升 缓慢 ， 平 均 每 代 上 升 1.28 倍 ; Fs 
~ 了 io 代 抗 性 发 展 快速 ， 平 均 每 代 上 升 6.86 倍 ， 尤 
其 是 Fs ~ Fio 代 ， 平 均 每 代 上 升 10.86 倍 。 抗 性 篇 
选 过 程 中 ，LD-p 回归 方程 的 斜率 有 变 小 的 趋势 ， 
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表明 桃 蚜 群 体 中 抗 性 个 体 不 稳定 ， 群 体 发 生 了 蜡 质 
性 变化 ， 抗 性 倍数 有 进一步 增加 的 潜力 。 
2.2 抗 性 筛选 过 程 中 酯 酶 含量 和 活性 的 变化 

随 着 抗 性 选 育 代 数 增加 ， 桃 蚜 酯 酶 酶 源 蛋 白 含 
量 和 酯 酶 活性 上 升 ( 表 2)。Fo ~ Fs; 代 酯 酶 蛋白 含 
量 有 增加 ， 但 代 间 无 显著 差异 ; F5 ~ Fe 代 显 著 提 
高 ; Fo ~ Fio 代 间 增 幅 又 减 慢 ， 无 显著 差异 。Fo ~ F5 


代 桃 蚜 酯 酶 活性 几乎 呈 直 线 增长 ， 代 间 差 异 显著 ; 
Fs 与 Fs 代 间 活性 增长 较 慢 ， 无 显著 差异 ; Fs ~ Fio 
上 升 速率 加 快 ， 有 显著 差异 。 

经 相关 分 析 ， 各 抗 性 选 育 代 数 的 LDso 与 酯 酶 酶 
源 蛋 白 含 量 和 酯 酶 活性 相关 系数 分 别 为 0.933 和 
0.931， 由 此 可 见 酯 酶 在 桃 蚜 对 高 效 氯氰菊酯 的 搞 
性 发 展 中 可 能 起 着 十 分 重要 的 作用 。 


表 1 抗 高 效 氧 氰 菊 酯 品系 的 选 育 结果 


Tab. 1 Resistance selection of Myzus persicae to alphamethrin 





选 育 代数 回归 方程 相对 抗 性 信 数 
Neber of Dp edation LDso+ SE (ug/insect) R x Relative resistance | 
generation selected factor | 
Fo y = 12.0585 + 1.6878x 0.00007 + 0.00001 0.9827 3.6186* 1.00 : 
Fs y =10.6354+ 1.8540x 0.00091 + 0.00014 0.9751 4.2391* 13.00 | 
Fs y =8.6782 + 1.2422x 0.00109 + 0.00027 0.9926 0.9896* 15.57 | 
Fs y=8.9518 + 1.4605x 0.00197 + 0.00039 0.9817 3.2480* 28.14 | 
Fo y=8.1358 + 1.2070x 0.00252 + 0.00059 0.9943 0.7437* 36.00 : 
Fo y =8.5871 + 1.4597x 0.00349 + 0.00073 0.9953 0.8068* 49.86 


* ?适合 性 检验 理论 值 与 实测 值 差 异 不 显著 。 
* x? goodness-of-fit test showed there is no significant difference between theoretical and observed values. 


表 2 桃 蚜 高 效 氢 握 菊 酯 抗 性 选 育 过 程 中 酶 蛋白 和 酯 酶 活性 的 变化 
Tab. 2 Change of esterase activity and enzyme protein contents in Myzus persicae during the 


selection of resistance to alphamethrin 





选 育 代数 酶 蛋白 含量 酶 蛋白 含量 比 酯 酶 活性 酯 酶 活性 比 
Number of genera- Content of enzyme Ratio of enzyme Activity of esterase Ratio of este- 
tion selected protein (pg/mL) protein content [pmol/ (mL'min)] rase activity 

Fo 35.8632 + 0.9484° 1.00 33.6760 + 1.1646" 1.00 

Fs 39.0649 + 1.2031° 1.09 85.5783 + 2.7921? 2.54 

Fs 39.5816 + 1.0292* 1.10 123 .8894 + 2.8252° 3.68 

Fs 46.3895 + 1.6202? 1.29 124.6811 + 4.0702° 3.70 

Fo 65.5525 + 1.9137° 1.83 160.8691 + 3.79384 4.78 

Fio 66.2990 + 1 .7878° 1.85 171.0052 + 3.9568° 5.08 


表 中 同一 列 不 同上 标 字母 表示 两 者 之 间 差 异 显 著 (LSD 多 重 比较 ，P < 0.05)。 
Data in the same column followed by different letters mean significant differenc (LSD multiple range test, P < 0.05). 
2.3” 抗 性 选 育 过 程 中 酯 酶 酶 源 蛋 白 含量 和 酯 酶 活 ” 抗 性 筛选 过 程 中 桃 蚜 酯 酶 活性 个 体 频率 分 布 变化 与 
性 的 个 体 频率 分 布 比 较 蛋白 含量 变化 相似 ,活性 在 0 ~ 100 pmo (mL 


抗 性 筛选 过 程 中 桃 蚜 酯 酶 酶 源 蛋 白 含 量 和 活性 
的 频率 分 布 见 图 1 和 图 2。 结 果 显示 ， 随 着 抗 性 选 
育 代数 增加 ， 酯 酶 酶 源 蛋 白 含量 在 0~ 50 pg/mL 的 
个 体 频率 逐渐 减少 ， 由 敏感 品系 (Fo) 的 85.84% 
减少 到 Fio 的 22.73%; 含量 在 50 ~ 100 pg/mL、100 
~ 150 jg/mL 间 的 个 体 频率 逐渐 增加 ， 分 别 由 
13.70% 增 加 到 71.82%、0.46% 增 加 到 5.45%。 在 


min) 间 的 个 体 频率 逐渐 减少 ,由 敏感 品系 的 
98.63% 减 少 到 Fio 的 $.41% ， 活 性 在 100 ~ 200 
pmol/ (mL*min)、200 ~ 300 jmol/ (mL*min) 间 的 
个 体 频 率 逐 渐 增 加 ， 分 别 由 1.37% 增加 到 
71.17%、0 增加 到 23.43%。 说 明 随 着 抗 性 的 发 
展 ， 更 多 的 桃 蚜 个 体 向 酯 酶 酶 源 蛋 白 含量 和 酯 酶 活 
性 高 的 区 域 分 布 。 


DOOD http:/www.cqvip.com 




















104 动物 学 研究 26 卷 
100 口 E 
六 Wr 
3 F 
3 F, 
: SF 
谢 
芝 : 乡 图 上， 
50 100 150 
含量 Content (Lg/mL) 
图 1 桃 蚜 高 效 氧 氰 菊 酯 抗 性 选 育 过 程 中 酶 蛋白 含量 个 体 频率 分 布 
Fig. 1 Frequency distribution of individual enzyme protein content in Myzus persicae 
during the selection of resistance to alphamethrin 
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3 讨论 比 抗 性 较 低 的 北京 种 群 多 (Xie et al，2002)。 本 研 


抗 药性 问题 是 害虫 综合 治理 中 最 重要 的 问题 之 
— (Yang et al, 2001)。 许多 昆虫 的 抗 性 程度 与 酯 
酶 的 活性 具有 正 相 关 。 如 : 在 褐 飞 乱 对 甲 胺 磷 抗 性 
筛选 过 程 中 的 酯 酶 活性 变化 与 LDso 变 化 存在 很 高 
的 正 相 关 性 (Liu et al，2002); 用 微量 滴 度 酶 标 板 
法 测定 北京 棉 蚜 与 高 密 棉 蚜 的 酯 酶 活性 频率 分 布 的 
结果 表明 ， 抗 性 较 高 的 高 密 种 群 酯 酶 活力 高 的 个 体 
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